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Resumo 
O envelhecimento da população mundial nas últimas décadas e o consequente aumento da 
prevalência de doenças crônicas representa um grave problema de saúde pública, o que atrai 
cada vez mais a atenção de órgãos governamentais e centros de pesquisa com a finalidade de 
propor estratégias que possam conduzir a um envelhecimento mais saudável. Dentre as vias 
moleculares descritas como importantes para controlar a taxa de envelhecimento em 
diferentes espécies se encontra a via de microRNAs (miRNAs). Resultados prévios do 
laboratório demonstraram que há redução de Dicer, enzima chave para a produção de 
miRNAs, com o envelhecimento, e que a restrição calórica, intervenção que aumenta a 
sobrevida e a resistência ao estresse, previne esta diminuição. Esse fenômeno acontece no 
tecido adiposo de mamíferos e no nematoide Caenorhabditis elegans. Além disso, a 
superexpressão de Dicer no intestino de C. elegans aumenta a sobrevida destes vermes por um 
mecanismo mediado por miRNAs. Entretanto, a existência de centenas de miRNAs regulados 
por Dicer e suas diversas funções torna o uso de ferramentas capazes de processar e organizar 
grandes quantidades de dados importante para a priorização de miRNAs com função no 
envelhecimento. Baseados em bancos de dados disponíveis na literatura e com auxílio de 
ferramentas de bioinformática, realizamos uma mineração de dados (data mining) para 
identificar miRNAs diferencialmente expressos em intervenções que aumentam ou diminuem 
o tempo de vida em C. elegans e identificamos diferentes miRNAs individuais e famílias de 
miRNAs com expressão alterada nestas condições. Realizamos uma varredura inicial com 
vermes com deleções para os diferentes miRNAs e verificamos que a maioria dos miRNAs 
selecionados atuam como moduladores do tempo de vida e da resposta ao estresse, reforçando 
as conclusões baseadas em nossa análise bioinformática. Dentre os candidatos analisados, 
observamos que a família do mir-58 regula o tempo de vida de maneira complexa, com os 
diferentes membros da família possuindo funções redundantes e também opostas. Em 
especial, a mutação para mir-58 diminui o tempo de vida de vermes selvagens e bloqueia 
completamente os efeitos benéficos da mutação para eat-2, intervenção genética que induz 
restrição calórica nos vermes. Considerando a conservação evolutiva destas vias, acreditamos 
que a nossa abordagem tenha nos permitido caracterizar novos alvos potenciais para a 
modulação do envelhecimento em organismos mais complexos, representando um exemplo de 
abordagem computacional para identificação de miRNAs que controlam o tempo de vida.
 
 
Abstract 
Aging of the world’s population in the last decades and the consequent increase in the 
prevalence of chronic diseases are serious public health issues. These problems have been 
attracting the attention of governmental agencies and research centers with the aim to propose 
strategies to promote healthy aging. Among the molecular pathways described as important to 
control the rate of aging in different species, there is the microRNA (miRNA) pathway. Our 
previous data show that the levels of Dicer, a key enzyme for miRNA production, reduce with 
aging. Caloric restriction, an intervention that extends lifespan and increases stress resistance, 
also prevents this age-related decline of Dicer in the adipose tissue of mice and in the 
nematode Caenorhabditis elegans. Furthermore, overexpression of Dicer in the C. elegans 
intestine increases worm lifespan through pathway mechanism that involves miRNAs. 
However, due to the number of miRNAs and the diversity of their functions, data-processing 
tools become important to highlight those miRNAs with relevant roles in aging. Based on 
databases available in the literature and using bioinformatics tools, we performed a data 
mining analysis to identify miRNAs differentially expressed in interventions that regulate 
lifespan in C. elegans. We identified several individual miRNAs and miRNA families with 
altered expression profiles in the aforementioned conditions. We performed an initial 
phenotypic screen with different miRNA deleted worms and verified that most of the selected 
miRNAs act as modulators of lifespan and stress resistance in the worm, strengthening the 
conclusions of our bioinformatic analysis. Among the analysed candidates, we observed that 
the mir-58 family regulates lifespan in a complex manner, with its members having reductant 
and opposite functions. In particular, mir-58 mutation reduces lifespan in wild-type worms 
and completely blocks the benefical effects of eat-2 mutation, a genetic intervention that 
induces caloric restriction in worms. Due to the evolutionary conservation of these pathways, 
our strategy may have characterized new potential targets for aging regulation in more 
complex organisms and represented an example of a computational approach to identify 
miRNAs that regulate lifespan. 
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1. Introdução 
1.1 Envelhecimento 
O processo de envelhecimento é definido como um evento fisiológico endógeno, com 
progressivo declínio funcional do organismo com o decorrer do tempo, causando diminuição 
da resistência ao estresse e maior suscetibilidade a doenças (Kregel and Zhang 2007, 
Buffenstein, Edrey et al. 2008). 
No século XX houve um aumento na expectativa de vida da população mundial, com 
consequente crescimento da prevalência de idosos (OMS, 2010). Este aumento também foi 
observado no Brasil, no qual houve aumento na expectativa de vida de 50,6 para 75,8 anos 
nas últimas cinco décadas (dados do IBGE, www.ibge.gov.br, 2016). Uma vez que os idosos 
são indivíduos que precisam de mais recursos e assistência, levantam-se preocupações 
relacionadas à saúde pública e à economia, caracterizando um potencial problema social. 
Visando este cenário, um “Plano de Ação Internacional sobre o Envelhecimento” foi 
proposto pela ONU em seu relatório mundial de 2012 após a discussão dos desafios do 
envelhecimento no século atual. Neste plano, a ONU elenca como ações prioritárias para a 
diminuição dos problemas associados ao envelhecimento a promoção de um estilo de vida 
saudável, cuidados de reabilitação e incentivo à pesquisa médica, visando elaborar 
intervenções eficientes na prevenção de doenças associadas ao envelhecimento, e também no 
retardo da senescência em si (Envelhecimento no Século XXI, 2012). 
Embora o envelhecimento afete todos os seres vivos, a taxa com que este fenômeno 
ocorre difere entre espécies e até mesmo entre indivíduos dentro de uma mesma espécie. Em 
seu último “Relatório mundial de envelhecimento e saúde”, a OMS reconhece que as 
capacidades e necessidades de saúde de cada idoso são reflexo de eventos que ocorrem ao 
longo da vida e que estes são modificáveis (OMS, 2015). No entanto a identificação de 
mecanismos evolutivamente conservados de regulação da longevidade se faz necessária para 
propor intervenções capazes de aumentar a longevidade de forma saudável. 
1.2 A regulação do tempo de vida 
Grande parte dos fatores conservados que modulam a sobrevida foram identificados 
no nematoide Caenorhabditis elegans (C. elegans). Por exemplo, a descrição do primeiro 
gene capaz de regular de forma direta o envelhecimento ocorreu em C. elegans mutantes para 
o gene daf-2, homólogo ao receptor de insulina/IGF-1 de mamíferos, que apresentou aumento 
de até duas vezes na sobrevida (Kenyon, Chang et al. 1993). Sabe-se atualmente que 
alterações na via da insulina em mamíferos, inclusive humanos, estão relacionadas com a 
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longevidade (van Heemst 2010). Esta descoberta foi o ponto de partida para o estudo de 
outras vias gênicas conservadas que controlam a taxa de envelhecimento em C. elegans e 
mamíferos, dentre elas as vias de AMPK e TOR, responsáveis pelo controle da resposta 
celular a alterações nutricionais, como na restrição calórica (Zoncu, Efeyan et al. 2011, Chen, 
Li et al. 2013), e a via de microRNAs (miRNAs), como o mir-71 e o lin-4, que aumentam o 
tempo de vida (Lehrbach, Castro et al. 2012) e o mir-239, que diminuiu o tempo de vida (de 
Lencastre, Pincus et al. 2010). Vias afetadas por alterações nutricionais e que controlam a 
longevidade são particularmente descritas neste nematoide. Dentre elas a via da restrição 
calórica, que se destaca por regular o tempo de vida em várias espécies desde leveduras até 
mamíferos (Fontana, 2010). Um importante modelo de restrição calórica em C. elegans é o 
verme com mutação em eat-2, que leva à redução do bombeamento da faringe e, 
consequentemente, da ingestão alimentar. Além disso, uma relação inversa entre a 
longevidade e a fertilidade foi observada em diversas espécies. Em nematoides, a depleção 
das células germinativas aumenta a sobrevida de forma dependente de genes regulados por 
DAF-16 (Kenyon 2010). Em sua revisão de 2010, Cynthia Kenyon reforça que as vias citadas 
são evolutivamente conservadas e controlam processos metabólicos e reprodutivos essenciais 
em diferentes espécies, mas também reconhecem mudanças no ambiente e as traduzem em 
sinais moleculares que controlam o tempo de vida e a resposta ao estresse do organismo 
(Kenyon 2010) (Figura 1). 
 
Figura 1. Moléculas responsáveis pelo aumento da sobrevida em C. elegans. As setas em vermelho e verde 
indicam redução ou aumento, respectivamente, da expressão gênica ou do fenômeno descrito. Superexpressar a 
Sirtuína SIR-2, o fator de transcrição associado ao heat shock HSF-1, microRNAs (miRNAs) como lin-4, AAK-2 
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(uma subunidade da AMP quinase – AMPK) ou dos fatores de transcrição TCER-1 e SKN-1 aumentam a 
sobrevida. Inibir o receptor de insulina/IGF-1 (DAF-2) ou componentes de sua cascata de fosforilação também 
aumentam a sobrevida. Todas estas moléculas estendem a longevidade por meio do fator de transcrição DAF-16. 
Além disso, a redução da expressão de TOR produz extensão da longevidade de forma dependente do fator de 
transcrição PHA-4. Estas moléculas estão envolvidas em processos metabólicos e reprodutivos vitais do 
organismo, entretanto em situações de estresse oxidativo em níveis moderados, perda da linhagem germinativa, 
restrição calórica ou outros sinais endócrinos, elas sinalizam para o aumento da sobrevida. Além disso, a redução 
da taxa de respiração celular e a prevenção do encurtamento telomérico em células da linhagem germinativa (ou 
o equivalente em células-tronco de mamíferos), demonstraram-se benéficas no controle da longevidade. 
1.3 Formas de estresse 
Como dito anteriormente, a capacidade do organismo em responder a fatores nocivos 
diminui com o envelhecimento. Entre os principais fatores estão o estresse oxidativo e o 
acúmulo de proteínas malformadas (Gems and Doonan 2009, Labbadia and Morimoto 2014). 
As espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês reactive oxygen species) são geradas 
naturalmente como produto da respiração celular e produzem danos em macromoléculas, 
prejudicando a função celular (Gems and Doonan 2009). O acúmulo de dano oxidativo com o 
passar do tempo pode ser causado tanto pela maior produção de ROS quanto pela diminuição 
da função das enzimas antioxidantes (Gems and Doonan 2009). A exposição a elevadas 
concentrações de agentes pró-oxidantes como arsenito ou paraquat já foram descritas como 
deletérias para o organismo, culminando em diminuição do tempo de vida (Gems and Doonan 
2009). Para reverter estes efeitos prejudiciais é desencadeada uma resposta protetora como, 
por exemplo, a indução da expressão de enzimas envolvidas na remoção de ROS, como as 
Superóxido Dismutases (SOD), ou de miRNAs, como o lin-4 (Beni, Marconi et al. 2011, 
Sturchio, Colombo et al. 2014). 
O acúmulo de proteínas malformadas, ou a perda da proteostase, é proposto como 
causa primária do envelhecimento (Lopez-Otin, Blasco et al. 2013), e é resultado da gradual 
incapacidade do organismo de corrigir danos às proteínas e falhas de tradução ou dobramento 
proteico (Labbadia and Morimoto 2014). Essa correção é feita por chaperonas, responsáveis 
pelo dobramento proteico, ou pela eliminação de proteínas danificadas ou incorretamente 
formadas, por meio do sistema ubiquitina-proteassoma (Labbadia and Morimoto 2014). 
Diversas intervenções genéticas e farmacológicas que melhoram a proteostase são capazes de 
aumentar o tempo de vida (Labbadia and Morimoto 2014). 
Em C. elegans, a exposição prolongada a temperaturas superiores a 20oC (Byerly, 
Cassada et al. 1976) induz aceleração do envelhecimento e prejuízos a saúde, devido a uma 
elevação da taxa metabólica com concomitante aumento da geração de ROS e de proteínas 
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malformadas (Ben-Zvi, Miller et al. 2009) (Wilson and Kakouli-Duarte 2009). O estresse 
térmico induz nos vermes a resposta ao heat shock, caracterizada pelo aumento da expressão 
de fatores de transcrição associados ao heat-shock (HSFs) e de proteínas sob controle destes 
fatores, como as chaperonas heat-shock proteins (HSPs) (Labbadia and Morimoto 2014).  
Resultados do nosso grupo demonstraram que a superexpressão de Dicer, enzima 
essencial na via de síntese de miRNAs, em C. elegans induz a expressão de chaperonas e 
aumenta a resistência térmica e oxidativa dos vermes (Mori, Raghavan et al. 2012) indicando 
a importância dos miRNAs na adaptação ao estresse. 
1.4 miRNAs e a regulação da longevidade 
Sabe-se que os miRNAs estão conservados evolutivamente em plantas e animais, 
inclusive C. elegans, D. melanogaster e H. sapiens. Milhares de miRNAs humanos foram 
descritos (Bartel 2009, Guo, Ingolia et al. 2010) e desempenham funções na manutenção da 
identidade celular, no desenvolvimento, na fisiopatologia de diferentes processos biológicos e 
no envelhecimento (Lee and Ambros 2001, Inukai and Slack 2013). 
As vias pelas quais os miRNAs regulam o envelhecimento são diversificadas, uma vez 
que seus alvos são inúmeros. Por exemplo, foi demonstrado que modificações em miRNAs 
envolvidos no desenvolvimento larval do nematoide C. elegans, como lin-4 (Bethke, 
Fielenbach et al. 2009), determinam a sobrevida do verme (Boehm and Slack 2005). Ao 
diminuir a atividade de lin-4, por exemplo, observa-se redução da sobrevida com 
envelhecimento acelerado. Por outro lado, a superexpressão de lin-4 ou a inibição de seu 
principal alvo, o fator de transcrição LIN-14, levam ao aumento do tempo de vida do verme 
(Boehm and Slack 2005). Mais recentemente, demonstrou-se por meio de experimentos de 
sequenciamento em larga escala associado a análises bioinformáticas em C. elegans que o 
perfil de expressão de miRNAs é modificado com o envelhecimento e que o silenciamento de 
alg-1, que prejudica especificamente a via de miRNAs, reduz a sobrevida dos vermes (Kato, 
Chen et al. 2011). 
Outros trabalhos também utilizaram dados de sequenciamento de RNAs não 
codificantes para revelar as alterações que ocorrem com a expressão dos miRNAs com o 
envelhecimento, tendo o C. elegans como principal modelo de estudo (Ibanez-Ventoso, Yang 
et al. 2006, de Lencastre, Pincus et al. 2010, Kato, Chen et al. 2011). Nesses estudos, apesar 
de vários miRNAs se mostrarem regulados, estratégias de priorização e intersecção de 
candidatos foram utilizadas e a função de alguns miRNAs no controle do envelhecimento foi 
verificada, como para os miRNAs mir-71, mir-246 e mir-239. Além dos estudos em 
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nematoides, padrões de expressão de miRNAs em tecidos envelhecidos de mamíferos, 
incluindo humanos (Bates, Li et al. 2010, Drummond, McCarthy et al. 2011, Li, Bates et al. 
2011, ElSharawy, Keller et al. 2012, Gombar, Jung et al. 2012, Inukai, de Lencastre et al. 
2012, Zhang, Azhar et al. 2012) foram identificados e alguns desses miRNAs foram 
associados funcionalmente ao envelhecimento, como o let-7, mir-34 e mir-35 (Inukai and 
Slack 2013). Uma vez que há grande diversidade de miRNAs e de seus alvos, é necessário 
conciliar os dados de expressão gênica obtidos experimentalmente com ferramentas que 
consigam analisar grandes quantidades de dados em conjunto, a fim de obter indicações dos 
miRNAs e vias mais importantes para controlar o processo de envelhecimento dentre uma 
enorme gama de possibilidades. Seguindo este exemplo, a análise computacional dos 
miRNAs expressos no tecido cerebral de humanos em diferentes idades revelou redes de 
regulação importantes para o processo de desenvolvimento e senescência do cérebro (Li, 
Chen et al. 2013). A estratégia de identificar candidatos putativos para intervenção a partir de 
dados de expressão de miRNAs é promissora devido a sua versatilidade. Por exemplo, estudo 
prévio de nossos colaboradores se baseou em dados de miRNoma para identificar miRNAs 
que regulam a função e diferenciação do tecido adiposo marrom em camundongos. Neste 
trabalho, foi realizado um filtro inicial baseado no padrão de expressão dos miRNAs em 
condições na qual a função do tecido adiposo está diminuída (dieta hiperlipídica e modelo de 
envelhecimento acelerado) e aumentada (modelo de longevidade). Após a intersecção destas 
condições, um grupo de miRNAs foi priorizado como melhores candidatos a reguladores da 
função do tecido adiposo. Estes candidatos passaram por uma validação funcional e foi 
possível identificar o mir-328 como um miRNA fundamental para diferenciação e função 
adequada do tecido adiposo marrom (Oliverio, Schmidt et al. 2016). Isto demonstra que a 
estratégia de priorização pode ser utilizada na busca de miRNAs importantes no controle de 
processos biológicos. 
Em geral, a síntese dos miRNAs se inicia com a transcrição de microRNAs primários 
(pri-miRNAs) no núcleo por uma RNA polimerase dos tipos II ou III (Lee, Kim et al. 2004). 
Em seguida, os pri-miRNAs são processados em precursores de miRNAs (pre-miRNAs), com 
60 a 70 nucleotídeos e organizando-se em forma de grampo, e posteriormente transportados 
para o citoplasma pela Exportina-5 em mamíferos e possivelmente pela XPO-1 em C. elegans 
(Lee, Ahn et al. 2003, Yi, Qin et al. 2003, Bussing, Yang et al. 2010). No citoplasma, os pre-
miRNAs são processados pela Dicer, uma RNAse do tipo III, tornando-se miRNAs maduros 
com 20-22 nucleotídeos (Bernstein, Caudy et al. 2001). A fita ativa do miRNA é incorporada 
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ao RISC (do inglês RNA-induced silencing complex) e o silenciamento gênico produzido 
pelos miRNAs ocorre, em geral, pelo reconhecimento de sequências complementares na 
região 3’-não traduzida de mRNAs com consequente desestabilização ou inibição da tradução 
dos seus alvos (Bernstein, Caudy et al. 2001). 
Nosso grupo demonstrou que com o envelhecimento observa-se a diminuição de 
enzimas importantes para a síntese de miRNAs, especialmente Dicer, com consequente 
diminuição dos níveis globais de miRNAs em adipócitos de camundongos, pré-adipócitos 
humanos e no nematoide C. elegans (Mori, Raghavan et al. 2012). A prevenção desta 
diminuição pela restrição calórica, em camundongos e nematoides, ou pela superexpressão de 
Dicer, em nematoides, diminui a sensibilidade ao estresse oxidativo e de fenótipos senis, 
sugerindo o papel da via no envelhecimento (Mori, Raghavan et al. 2012). Neste mesmo 
trabalho, nosso grupo demonstrou que os miRNAs participam da resposta ao estresse do 
organismo, uma vez que mutações nulas ou hipomórficas (perda parcial de função) em Dicer, 
afetando a estabilidade da proteína e a produção de miRNAs, têm um impacto negativo no 
tempo de vida e resistência térmica dos vermes. Uma mutação que facilita a produção de lin-4 
é capaz de reverter esta sensibilidade térmica exacerbada além de aumentar a resistência dos 
vermes a concentrações tóxicas do agente pró-oxidante arsenito (Mori, Raghavan et al. 2012). 
As vias e os miRNAs que podem regular o envelhecimento de forma a melhorar a 
saúde em idades avançadas são inúmeras, uma vez que cada miRNA pode promover o ajuste 
fino da expressão de centenas de mRNAs, constituindo-se assim em um dos principais 
processos de regulação da expressão gênica da célula (Bartel 2009). Desta forma, utilizar-se 
de ferramentas capazes de processar grandes quantidades de dados e aproveitar bancos de 
dados disponíveis é importante para organizar e identificar os miRNAs e os alvos 
clinicamente promissores para impactar de forma relevante o envelhecimento saudável. 
2. Objetivos 
Caracterizar os efeitos da ausência de miRNAs associados com o envelhecimento na 
sobrevida e resposta ao estresse de C. elegans.  
2.1 Objetivos específicos 
2.1.1 Identificar miRNAs associados ao envelhecimento 
Dados de expressão de miRNAs em C. elegans submetidos a diferentes condições e 
publicados e depositados no GEO serão analisados para identificação de miRNAs regulados 
durante o envelhecimento, em modelos de longevidade e em condições de estresse. 
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2.1.2 Realizar uma varredura fenotípica dos miRNAs associados ao envelhecimento. 
2.1.2.1 Verificar a participação dos miRNAs no controle da longevidade de 
nematoides.  
Será avaliada o tempo de vida (item 3.2.2.) dos mutantes para estes miRNAs mantidos 
sob temperatura fisiológica (20oC). 
2.1.2.2 Avaliar a resistência ao estresse térmico de nematoides mutantes para 
miRNAs.  
Para isto, mutantes com perda de função para estes miRNAs serão mantidos sob 
protocolo de estresse térmico, temperatura de 28oC (item 3.2.3.), e será avaliada sua 
sobrevida. 
2.1.2.3 Avaliar a resistência ao estresse oxidativo de nematoides mutantes para 
miRNAs.  
Para isto, mutantes com perda de função para estes miRNAs serão mantidos sob 
protocolo de estresse oxidativo (item 3.2.4.) e será avaliada sua sobrevida. 
2.1.2.4 Verificar a interação do mir-58 com intervenções que aumentam o tempo de 
vida. 
Será avaliada a sobrevida (item 3.2.2.) dos mutantes oriundos do cruzamento do 
mutante para eat-2 com o mutante para o mir-58, mantidos sob temperatura fisiológica 
(20°C). Também será avaliada a participação do mir-58 na resistência ao estresse dos vermes 
longevos. Para isto, mutantes oriundos do cruzamento do mutante para eat-2 com o mutante 
para o mir-58 serão mantidos sob protocolo de estresse térmico, temperatura de 28°C (item 
3.2.3.), como também sob protocolo de estresse oxidativo (item 3.2.4.) e será avaliada sua 
sobrevida. 
3. Materiais e Métodos 
3.1 Análise bioinformática para identificação de miRNAs associados ao 
envelhecimento e resposta ao estresse 
Inicialmente, para a identificação de possíveis miRNAs com papel na regulação do 
envelhecimento e resposta ao estresse em C. elegans foi realizada a análise bioinformática de 
dados de Sequenciamento de Nova Geração para pequenos RNAs (sRNAs – do inglês 
smallRNAs) já publicados e disponibilizados no banco de dados do NCBI, o Gene Expression 
Omnibus (GEO). Após a avaliação da expressão de miRNAs de oito grupos de nematoides 
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mantidos sob tratamentos diferentes, foi feita a intersecção, entre os grupos, dos miRNAs 
considerados diferencialmente expressos. Foram avaliados os seguintes grupos:  
Intervenções que promovem aumento da sobrevida em vermes – mutantes eat-2 
(modelo genético de restrição calórica); mutante perda de função de daf-2 (receptor de 
insulina/IGF-1); vermes tratados com o antibiótico enoxacino (dados não publicados do nosso 
grupo).     
Envelhecimento - comparação entre vermes jovens (dia 1 da vida adulta) versus 
idosos (dia 12 da vida adulta). 
Estresses variados - tratamento com juglone (promotor de estresse oxidativo) por seis 
horas; vermes mantidos sob hipóxia por seis horas; vermes mantidos em jejum por doze 
horas; vermes mantidos sob estresse térmico por seis horas.  
Os bancos de dados utilizados podem ser consultados por seus números de acesso no 
GEO (com exceção dos dados referentes ao tratamento com enoxacino, ainda não 
publicados): GSE60155, GSE35529 e GSE18634.  
A análise do sequenciamento de RNAs pequenos foi iniciada pelo pré-processamento 
(controle de qualidade das bases e retirada dos adaptadores) utilizando o software Fastx Tool 
Kit, para aumentar a qualidade dos reads que foram posteriormente quantificados. O 
mapeamento foi realizado utilizando o software Bowtie2, com o genoma de referência ce10 
(fornecido por UCSC). A quantificação foi realizada pelo software Bedtools. 
Inicialmente, consideramos como diferencialmente expresso qualquer miRNA com 
expressão duas vezes maior ou menor do que seu respectivo controle, em qualquer uma das 
oito condições avaliadas. Em seguida, realizamos uma intersecção dos dados para identificar 
miRNAs diferencialmente expressos em pelo menos duas condições diferentes e 
selecionamos, para posterior validação funcional, miRNAs que atendiam aos seguintes 
critérios: i) estar diferencialmente expresso no maior número de intervenções possíveis; ii) 
estar diferencialmente expresso com o envelhecimento, necessariamente; iii) possuir mutantes 
validados e disponíveis nos repositórios de linhagens de C. elegans. De forma geral, os 
miRNAs escolhidos estavam aumentados em condições que aumentam o tempo de vida e 
diminuidos em condições que diminuem o tempo de vida, entretanto o perfil completo dos 
diferentes miRNAs pode ser avaliado no anexo 1. 
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3.2 Validação funcional dos miRNAs candidatos selecionados 
Para os experimentos, foram utilizados nematoides C. elegans obtidos do 
Caenorhabditis Genetics Center (CGC). As linhagens de nematoides C. elegans utilizadas nos 
experimentos propostos foram mantidas em placas de Petri com meio Nematode Growth 
Media semissólido (NGM) contendo uma camada de bactéria E. coli OP50-1 de acordo com 
Brenner S., 1974 
(http://www.wormbook.org/chapters/www_strainmaintain/strainmaintain.html). Os 
experimentos foram realizados em incubadoras a 20ºC, com exceção do protocolo de tempo 
de vida sob estresse térmico, no qual os nematoides foram mantidos a 28oC ou 32oC. As 
linhagens usadas neste projeto estão indicadas a seguir: 
N2 Bristol – Linhagem selvagem; 
MT14119 – nDf50 II – Verme com deleção na região que codifica para os miRNAs 
mir-35 a mir-41; 
MT13954 – mir-81&mir-82 (nDf54) X – Verme com deleção na região que codifica 
para o mir-81 e mir-82; 
MT15024 – mir-58.1 (n4640) IV – Verme com deleção na região que codifica para o 
mir-58; 
MT15563 – nDf53 III; mir-58.1 (n4640) IV; nDf54 X – Verme com deleção na região 
que codifica para o mir-58, mir-80, mir-81 e mir-82; 
MT13949 – nDf53 III – Verme com deleção na região que codifica para o mir-80; 
MT18409 – nDf53 III; mir-58.1 (n4640) IV – Verme com deleção na região que 
codifica para o mir-58 e mir-80; 
MT18410 – mir-58.1 (n4640) IV; nDf54 X – Verme com deleção na região que 
codifica para o mir-58 e mir-81 e mir-82; 
MT12990 – mir-52 (n4114) IV – Verme com deleção na região que codifica para o 
mir-52; 
MT12945 – mir-52 (n4100) IV – Verme com deleção na região que codifica para o 
mir-52; 
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MT14767 – mir-54&mir-55 (nDf58) X – Verme com deleção na região que codifica 
para o mir-54 e mir-55; 
MT17143 – nDf67 mir-52 (n4114) IV/nT1 [qIs51] (IV; V); nDf58 X – Verme com 
deleção em homozigose na região que codifica para o mir-54 e mir-55 (KO) e em 
heterozigose na região que codifica para o mir-51, mir-52 e mir-53 (KD); 
MT13372 – mir-42&mir-43&mir-44 (nDf49) – Verme com deleção na região que 
codifica para o mir-42, mir-43 e mir-44; 
MT13653 – mir-237 (n4296) X – Verme com deleção na região que codifica para o 
mir-237; 
MT13015 – mir-72 (n4130) II – Verme com deleção na região que codifica para o mir-
72; 
MT16494 – mir-229&mir-64&mir-65&mir-66 (nDf63) III – Verme com deleção na 
região que codifica para o mir-229, mir-64, mir-65 e mir-66; 
MT14875 – mir-61, mir-250 e F55A11.3 (nDf59) V – Verme com deleção na região 
que codifica para o mir-61 e mir-250 e parte do gene sel-11; 
DA1116 – eat-2 (ad1116) II – Mutante com perda de função para o gene que codifica a 
proteína EAT-2; 
CB1370 – daf-2 (e1370) III – Mutante com perda de função para o gene que codifica a 
proteína DAF-2. 
MAM22 - myo-2p::GFP – Verme com expressão de GFP sob controle do promotor do 
gene myo-2 quatro vezes cruzado com o verme selvagem N2¸ utilizado para monitorar a 
segregação do cromossomo IV. 
3.2.1 Sincronia de Vermes  
O protocolo de sincronia de vermes por hipoclorito de sódio foi feito conforme 
descrito no Wormbook 
(http://www.wormbook.org/chapters/www_strainmaintain/strainmaintain.html). 
Resumidamente, hermafroditas grávidas foram lavadas das placas de NGM com água estéril. 
Foram acrescentados 0,5mL de NaOH 5 M e 1 mL de solução 2% de hipoclorito de sódio, 
completando o volume com água estéril para 5 mL. Após homogeneização em vórtex por 
aproximadamente 10 min, os vermes foram dissolvidos e os ovos restantes lavados com água 
estéril para 15 mL. Após nova centrifugação, o pellet de ovos foi pipetado em placas de NGM 
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com comida. Como apenas os ovos resistem ao tratamento, todos eclodem depois de algumas 
horas do plaqueamento e a cultura é considerada sincronizada. 
3.2.2 Análise do Tempo de Vida 
Para a medida do tempo de vida, cerca de 120 vermes sincronizados foram 
monitorados diariamente, a partir do dia 0 (zero) da vida adulta, com a utilização de um 
estereoscópio de luz. Para cada linhagem, durante o monitoramento, feito com a ajuda de uma 
haste ligada a um fio de platina (pick), contou-se o número de vermes mortos. Os vermes 
foram considerados mortos quando não se obteve resposta motora ao toque com o pick ou 
quando não se verificou bombeamento da faringe. Foram realizadas três tentativas de toque, 
feitos nas extremidades do verme, suas regiões mais sensíveis. As linhagens foram 
monitoradas até o dia da morte do último verme (Wilkinson, Taylor et al. 2012). Em todas as 
placas houve suplementação com 100 μg/mL de estreptomicina, 0,25 μg/mL de fungizona, 
além de 0,5 μg/mL de 5-fluor-2-deoxiuridina - FUdR (Sigma), um inibidor de mitose, para 
prevenir o desenvolvimento da prole e a superpopulação das placas (Olsen, Vantipalli et al. 
2006). 
3.2.3 Estresse térmico 
Para avaliação do estresse térmico, cerca de 120 vermes adultos sincronizado e 
mantidos a 20oC foram transferidos para placas de tempo de vida (descritas acima) e para 
incubadoras a 28oC. A sobrevida sob estresse térmico foi monitorada diariamente e os vermes 
mortos anotados até a morte do último verme conforme descrito no tópico 2.2.2. 
Excepcionalmente para o ensaio de estresse térmico agudo, os vermes foram transferidos no 
dia 0 da vida adulta para 10 placas com 10 vermes cada e mantidos a 32oC por 20 h. 
Finalizada as 20 h, as placas foram transferidas para a incubadora a 20oC e mantidos nessa 
temperatura por 24 h, para permitir a recuperação dos vermes. Após este período, foi 
monitorado o número de vermes mortos, como descrito em (Nehammer, Podolska et al. 
2015).  
3.2.4 Estresse oxidativo 
A medida da sobrevida sob estresse oxidativo foi realizada de acordo com protocolo 
de Sahu S. N. e cols. 2013 (Sahu, Lewis et al. 2013) modificado. Trinta e seis vermes 
sincronizados de cada linhagem foram transferidos no dia 0 da vida adulta para seis poços de 
uma placa de 96 poços (seis vermes por poço) contendo meio M9 (meio líquido de 
manutenção de nematoides; 3 g KH2PO4, 6 g Na2HPO4, 5 g NaCl, 1 ml 1 M MgSO4, H2O 
para 1 litro, esterilizado por autoclavagem). O meio foi suplementado com o agente pró-
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oxidante arsenito de sódio para concentração final de 7,5 mM, 10 mM e 20 mM em volume 
final de 100 μL, e os vermes foram mantidos a 20oC por 6 horas. Finalizado o período de 6 
horas, a quantidade de vermes vivos foi verificada com auxílio de um estereoscópio de luz e 
um pick. 
3.2.5 Postura de ovos 
O protocolo de postura de ovos foi realizado como medida de fertilidade de acordo com 
Soukas et al (Soukas, Kane et al. 2009) modificado. Oito vermes de cada linhagem foram 
colocados individualmente em um poço de uma placa de 24 poços contendo 1 ml de meio 
NGM com OP50-1. Os vermes foram transferidos para um novo poço diariamente e a 
quantidade de ovos colocados mensurada. A postura de ovos foi monitorada durante 6 dias e a 
quantidade total de ovos depositados por cada verme foi utilizada para compor a média de 
cada linhagem e permitir a comparação entre os grupos. A viabilidade dos ovos também foi 
avaliada. 
3.2.6 Mobilidade e bombeamento da faringe 
Como medidas de declínio funcional com a idade, avaliou-se duas atividades 
mecânicas dos vermes: a movimentação corpórea em meio líquido e o bombeamento da 
faringe. A mobilidade dos vermes foi realizada de forma semelhante a Nawa et al (Nawa, 
Kage-Nakadai et al. 2012). Dez vermes de cada linhagem foram colocados individualmente 
em poços de uma placa de 96 poços contendo meio M9 a 20oC e foi avaliada a movimentação 
contando-se o número de flexões corporais do verme em dez segundos com o auxílio do 
estereoscópio de luz. Para cada verme foram realizadas duas medidas e a média dos valores 
multiplicada por seis utilizada para estimar a taxa de movimentação por minuto. As medidas 
de mobilidade foram realizadas nos dias 3, 6, 9 ,12, 15 e 18 da vida adulta dos vermes. 
O bombeamento da faringe, um sinal vital do animal e um marcador de ingestão 
alimentar, foi verificado de acordo com protocolo descrito anteriormente(Raizen, Song et al. , 
Raizen, Song et al. 2012). Vermes adultos sincronizados mantidos em meio NGM a 20oC 
foram observados com auxílio de um estereoscópio de luz. Foram avaliados 10 vermes de 
cada linhagem nos dias 3, 6, 9 e 12 da vida adulta e a quantidade de bombeamentos em dez 
segundos de cada verme foi anotada. Para cada verme foram realizadas duas medidas e a 
média dos valores multiplicada por seis utilizadas para estimar a taxa de bombeamento por 
minuto. 
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3.2.7 Desenvolvimento 
Para análise do desenvolvimento dos vermes, 20 hermafroditas foram transferidas para 
placa de Petri com OP-50 e mantidos a 20oC por 1 hora. Após esse período, as hermafroditas 
foram retiradas e a prole monitorada a cada 6 horas até a identificação do primeiro verme em 
fase adulta. A partir deste momento, as placas foram observadas de hora em hora e a 
porcentagem de vermes adultos em relação a população total da placa foi anotada, até todos 
os vermes atingirem a fase adulta (Ferraz, Camara et al. 2016). 
3.2.8 Quantificação de triglicérides  
Com o intuito de dosarmos a quantidade de triglicérides das linhagens, nós lavamos as 
placas contendo centenas de vermes sincronizados no estágio larval L4 com 2 mL de água 
milli-Q autoclavada e recolhemos os vermes em um tubo eppendorf de 1,5 mL. Após 
deixarmos os vermes decantar, retiramos o sobrenadante contendo água e bactérias e 
adicionamos 500 uL de uma solução contendo 10% de NP40 (Sigma-Aldrich). A suspensão 
foi então aquecida por 10 minutos a 75ºC sob agitação de 850 rpm e deixada descansar a 
temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, centrifugamos a suspensão por 5 minutos 
a 12.000 x g a 4ºC para eliminar fragmentos não solubilizados. O sobrenadante contendo os 
lipídeos foi transferido para um tubo novo. Dosamos os triglicérides neste extrato através do 
kit Triglicérides Liquiformda (LabTest). Utilizamos 200 μL de solução do kit para cada 20 μL 
de extrato lipídico. Incubamos esta mistura por 10 minutos a 37ºC e o produto colorimétrico 
foi determinado em leitor de ELISA (EL808 Ultra Microplate Reader) com o filtro de 
comprimento de onda de 490 nm. A concentração foi estimada com base em 2 μL de um 
padrão disponibilizado no kit.  
Para a normalização dos níveis de triglicérides utilizamos como base as concentrações 
de proteínas. Para a dosagem das proteínas totais utilizamos o kit "BCA Protein Assay" 
(Pierce, Rockford, EUA). Primeiramente, preparamos o reagente de detecção seguindo as 
instruções do fabricante misturando os reagentes A e B, sendo 50 partes do reagente A com 1 
parte do reagente B. Foram pipetados 10 μL das amostras ou do padrão (solução de BSA) nos 
poços de um placa de 96 poços e posteriormente adicionamos a mistura dos reagentes A e B 
citado acima. Efetuamos a leitura da placa em 570 nm utilizando o leitor de ELISA (EL808 
Ultra Microplate Reader). As concentrações das amostras foram calculadas com base na curva 
padrão de BSA. 
3.3 Cruzamento 
Para homogeneizar a constituição genética do mutante de mir-58 com o verme selvagem, 
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utilizamos machos da linhagem MAM22. Este verme expressa GFP sob o promotor do gene 
myo-2, uma construção integrada no cromossomo IV dos vermes, o que permite acompanhar a 
segregação deste cromossomo através da detecção de fluorescência nos vermes. Cerca de 15 
machos da linhagem MAM22 foram transferidos para placas de petri de 30 mm contendo 
NGM com OP50-1 juntamente com 10 hermafroditas da linhagem mutante de mir-58. Os 
hermafroditas GFP da geração F1 (genótipo: mir-58/myo-2p::GFP IV) foram separados para 
permitir a autofecundação. Os hermafroditas da prole (F2) que não expressavam GFP 
(genótipo: mir-58/mir-58 IV) foram cruzados novamente com machos MAM22. O processo 
foi repetido por três vezes e, ao final, os hermafroditas que não expressavam GFP foram 
avaliados por genotipagem.  
Para gerar duplos mutantes de mir-58 com mutantes que aumentam o tempo de vida, cerca 
de 15 vermes machos da linhagem eat-2 ou daf-2 foram transferidos para placas de petri de 30 
mm contendo NGM com OP50-1 juntamente com 10 hermafroditas da linhagem mutante de 
miRNA. Os hermafroditas da F1 foram então separados para permitir a autofecundação e os 
vermes dessa prole (F2) foram individualizados em uma placa de 24 poços e os descendentes 
avaliados por genotipagem e fenotipagem para determinar em quais clones as mutações se 
encontravam em homozigose. 
A genotipagem da mutação de mir-58 (n4640) foi realizada por PCR seguida de corrida 
em gel de agarose de acordo com protocolos convencionais. Utilizamos os primers Foward 
5’- TGGGCCAAAATCTCAAAAAC – 3’, Reverse_1 5’- ACGAAACGATTGGGAGAATG – 
3’ e Reverse_2 5’- CAGAGACCCTTTCCCATCAA – 3’. 
3.4 Análise Estatística 
Todos os protocolos acima descritos foram realizados em ao menos três replicatas 
independentes e a média destes experimentos foi considerada para a análise. A análise 
estatística para a avaliação do tempo de vida e resistência ao estresse oxidativo foi feita com 
teste Log-rank (Mantel-Cox). Nos demais experimentos, para comparação de dois grupos foi 
usado o teste t-Student. Para comparação de três ou mais médias foi utilizado teste ANOVA de 
uma via. Para comparação de parâmetros com duas variáveis independentes foi utilizado teste 
ANOVA de duas vias. O nível de significância adotado para rejeição da hipótese nula foi 
fixado em 5%. 
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4. Resultados  
4.1 Seleção dos miRNAs candidatos ao controle do envelhecimento e resposta ao 
estresse 
Na busca por novos miRNAs capazes de regular a longevidade e a resistência ao 
estresse em nematoides C. elegans, lançamos mão de ferramentas de bioinformática para 
análise de dados de Sequenciamento de Nova Geração para pequenos RNAs (sRNAs – do 
inglês smallRNAs) já publicados e disponibilizados no banco de dados do NCBI, o Gene 
Expression Omnibus (GEO). Após a avaliação da expressão de miRNAs de oito grupos de 
nematoides mantidos sob tratamentos diferentes, foi feita a intersecção, entre os grupos, dos 
miRNAs considerados diferencialmente expressos e buscamos por miRNAs que estivessem 
presentes em várias das condições apresentadas. O anexo 1 apresenta o resultado desta 
intersecção. Uma vez que a análise de tempo de vida e resistância ao estresse de grande 
número de linhagens exige muito tempo, mesmo em C. elegans, determinamos critérios para 
priorizar miRNAs e realizar uma varredura inicial para validar sua importância nos fenótipos 
mencionados, sendo eles: i) estar diferencialmente expresso no maior número de intervenções 
possíveis; ii) estar diferencialmente expresso com o envelhecimento, necessariamente; iii) 
possuir mutantes validados e disponíveis nos repositórios de linhagens de C. elegans. Os 
miRNAs que atingiram estes critérios foram mir-64, mir-66, mir-250, mir-72, mir-237, mir-
42, mir-43, mir-44, mir-52 assim como as famílias do mir-58 e mir-35. O padrão de expressão 
destes miRNAs nas diferentes condições pode ser observado na figura 2.  
Visto que a varredura dos miRNAs candidatos ao controle do envelhecimento e 
resistência ao estresse contempla uma grande quantidade de mutantes com deleção destes 
miRNAs, optamos por categorizar estes vermes baseado em seu perfil de sobrevida em: i) 
mutantes sem alteração da sobrevida; ii) mutantes com aumento da sobrevida; e iii) mutantes 
com redução da sobrevida; além dos diferentes mutantes da família do mir-58. Esta divisão 
visa facilitar a exposição dos dados e posterior discussão, mas não significa que os miRNAs 
de uma mesma categoria tenham alguma relação funcional direta.  
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Figura 2. Padrão de expressão dos miRNAs diferencialmente expressos em mais de um dos bancos de 
dados avaliados. As tabelas demonstram a mudanças de expressão de no mínimo duas vezes dos miRNAs em 
vermes envelhecidos, com mutação para daf-2 ou eat-2 ou em resposta ao enoxacino, juglone (estresse 
oxidativo), estresse térmico, hipóxia ou restrição alimentar aguda. Verde = Aumentado; Vermelho = Diminuído; 
Cinza = Não alterado.  
4.2 Mutantes para miRNAs sem alteração no tempo de vida 
Observamos que os mutantes com deleção para o mir-35, para o cluster dos mir-42-44 ou 
para o mir-237 não apresentavam alteração do tempo de vida em temperatura ideal (Figura 
3A, D e G; teste log-rank) assim como em estresse térmico de 28oC (Figura 3B, E e H; teste 
log-rank). Particularmente, o mutante para mir-35 apresentou menor mortalidade no ensaio de 
estresse oxidativo para a concentração de arsenito de sódio 7,5 mM (Figura 3C; P<0,05, teste 
log-rank) enquanto que o mutante para mir-237 apresentou maior mortalidade neste ensaio 
para as concentrações 7,5 mM e 20 mM de arsenito (Figura 3I; P<0,05, teste log-rank). Desta 
forma, apesar de regulados por diversas intervenções que modulam o tempo de vida, tais 
miRNAs não apresentam papel direto na regulação do envelhecimento. 
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Figura 3. Mutantes para miRNAs que não alteram o tempo de vida e a resposta ao estresse. (A, D e G) A 
sobrevida dos vermes selvagens (N2) ou mutantes para (A) mir-35-41 (nDf50), (D) mir-42-44 (nDf49) e (G) mir-
237 (n4296) mantidos a 20oC. O tempo de vida médio e os valores de estatística estão reportados na tabela 
suplementar 1. A sobrevida foi comparada por meio do teste log-rank. O dado representa a soma dos 
experimentos (A) I, III e IV, (D) V, VI e VIII e (G) VI e VIII. (B, E e H) Tempo de vida de vermes selvagens 
(N2) ou mutantes para (B) mir-35-41 (nDf50), (E) mir-42-44 (nDf49) e (H) mir-237 (n4296) mantidos sob 
estresse térmico (28oC). A sobrevida média e os valores de estatística estão reportados na tabela suplementar 2. A 
sobrevida foi comparada através do teste log-rank. O dado representa a soma dos experimentos (B) I a III, (E e 
H) IV a VI. (C, F e I) Fração de mortes de vermes selvagens (N2) ou mutantes para (C) mir-35-41 (nDf50), (F) 
mir-42-44 (nDf49) e (I) mir-237 (n4296) após seis horas de exposição a arsenito de sódio 7,5 mM, 10 mM e 20 
mM. Dados representados como média ± e.p.m. de ao menos três replicatas (N2, n=54-229; mir-35-41, n=161-
215; mir-42-44, n=85-142; mir-237, n=78-145 *P<0,05, teste log-rank).  
4.3 Mutantes para miRNAs com aumento no tempo de vida 
O mutante com deleção para o mir-72 apresentou 6,75 ± 2,66% de aumento do tempo 
de vida média (Figura 4A; P<0,05, teste log-rank). Este aumento foi acompanhado por uma 
menor mortalidade no ensaio de estresse oxidativo para a concentração de 10 mM de arsenito 
de sódio (Figura 4C; P<0,05, teste log-rank), mas sem alteração na sobrevida em estresse 
térmico (Figura 4B; teste log-rank). O mutante para o cluster do mir-64-66, 229 apresentou 
pequeno aumento do tempo de vida médio (4,67 ± 2,60%; P<0,05, teste log-rank), mas 26,63 
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± 4,54% de aumento do tempo de vida máximo (Figura 4D; P<0,05, teste t-Student). Este 
mutante também apresentou aumento no tempo de vida médio de 9,33 ± 5,81% e máximo de 
33,57 ± 1,83% no ensaio de estresse térmico (Figura 4E; P<0,05, teste log-rank) e 
pronunciada redução da mortalidade sob exposição a arsenito de sódio em todas as 
concentrações utilizadas (Figura 4F; P<0,05, teste log-rank). Dados anteriores reportaram 
redução do tempo de vida do mutante com deleção para o cluster do mir-64-66, 229 mantido a 
32oC (Nehammer, Podolska et al. 2015), o oposto do observado por nós a 28oC. Repetimos o 
experimento de resistência ao estresse térmico como descrito em (Nehammer, Podolska et al. 
2015) e novamente observamos que o mutante para o cluster do mir-64-66, 229 apresenta 
aumento da resistência ao estresse térmico (Figura 4G; P<0,05, teste log-rank). Desta forma, 
concluímos que o mir-72 e ao menos alguns componentes do cluster do mir-64-66, 229 
aceleram o envelhecimento e reduzem a resistência ao estresse. 
 
Figura 4. Mutantes para miRNAs com aumento de tempo de vida e resposta ao estresse. (A e D) A 
sobrevida dos vermes selvagens (N2) ou mutantes para (A) mir-72 (n4130) e (D) mir-64-66, 229 (nDf63) 
mantidos a 20°C. O tempo de vida médio e os valores de estatística estão reportados na tabela suplementar 1. A 
sobrevida foi comparada por meio do teste log-rank. O dado representa a soma dos experimentos (A) II a IV e 
(D) II, IV e V. (B e E) Tempo de vida de vermes selvagens (N2) ou mutantes para (B) mir-72 (n4130) e  (E) mir-
64-66, 229 (nDf63) mantidos sob estresse térmico (28°C). A sobrevida média e os valores de estatística estão 
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reportados na tabela suplementar 2. A sobrevida foi comparada através do teste log-rank. O dado representa a 
soma dos experimentos (B e E) I a III. (C e F) Fração de mortes de vermes selvagens (N2) ou mutantes para (C) 
mir-72 (n4130) e (F) mir-64-66, 229 (nDf63) após seis horas de exposição a arsenito de sódio 7,5 mM, 10 mM e 
20 mM. Dados representados como média ± e.p.m. de ao menos três replicatas (N2, n=83-229; mir-72, n=122-
209; mir-64-66, 229, n=141-283; *P<0,05, teste log-rank). (G) Fração de mortes de vermes selvagens (N2) ou 
mutantes para mir-64-66, 229 (nDf63) após vinte horas de estresse térmico agudo a 32°C. Dados representados 
como média ± e.p.m. de três replicatas (N2, n=94; mir-64-66, 229, n=35-85; *P<0,05, teste log-rank).  
4.4 Mutantes para miRNAs com diminuição no tempo de vida 
Observamos que o mutante com deleção do mir-52 apresentou diminuição de 8,33 ± 
1,67% do tempo de vida média a 20oC (Figura 5A; P<0,05, teste log-rank) e de 11,67 ± 1,86 
% sob estresse térmico (Figura 5B; P<0,05, teste log-rank). Apesar da maior mortalidade ao 
estresse térmico, este mutante apresentou maior resistência no ensaio de estresse oxidativo na 
concentração 10 mM de arsenito de sódio (Figura 5C; P<0,05, teste log-rank). 
Adicionalmente, observamos que o mutante para o cluster do mir-61-250 apresentou 
pronunciada diminuição do tempo de vida médio (redução de 45,33 ± 2,33%, Figura 5D; 
P<0,05, teste log-rank), diminuição de 9,33 ± 5,81% no ensaio de estresse térmico (Figura 
5E; P<0,05, teste log-rank) e maior mortalidade ao estresse oxidativo (Figura 5F; P<0,05, 
teste log-rank). Estes dados demonstram a importância do mir-52 e do cluster do mir-61-250 
para o envelhecimento e resposta ao estresse adequados. 
 
Figura 5. Mutantes para miRNAs com diminuição de tempo de vida e resposta ao estresse. (A e D) A 
sobrevida dos vermes selvagens (N2) ou mutantes para (A) mir-52 (n4114) e (D) mir-61, 250 (nDf59) mantidos a 
20°C. O tempo de vida médio e os valores de estatística estão reportados na tabela suplementar 1. A sobrevida foi 
comparada por meio do teste log-rank. O dado representa a soma dos experimentos (A) V, VI e VIII e (D) V a 
30 
 
VII. (B e E) Tempo de vida de vermes selvagens (N2) ou mutantes para (B) mir-52 (n4114) e (E) mir-61, 250 
(nDf59) mantidos sob estresse térmico (28°C). A sobrevida média e os valores de estatística estão reportados na 
tabela suplementar 2. A sobrevida foi comparada através do teste log-rank. O dado representa a soma dos 
experimentos (B) IV a VI e (E) V e VI. (C e F) Fração de mortes de vermes selvagens (N2) ou mutantes para (C) 
mir-52 (n4114) e (F) mir-61, 250 (nDf59) após seis horas de exposição a arsenito de sódio 7,5 mM, 10 mM e 20 
mM. Dados representados como média ± e.p.m. de ao menos três replicatas (N2, n=37-145; mir-52, n=82-146; 
mir-61, 250, n=34-102; *P<0,05, teste log-rank). 
4.5 Caracterização dos mutantes da família do mir-58 
A família do mir-58 é composto pelos miRNAs mir-58, mir-80, mir-81 e mir-82 
(Subasic, Brummer et al. 2015). Avaliamos o efeito de diferentes combinações de simples, 
duplas e triplas mutações para estes miRNAs sobre o envelhecimento e resposta ao estresse. O 
mutante para o mir-58 apresentou 22,75 ± 4,52% de diminuição do tempo de vida a 20oC 
(Figura 6A; P<0,05, teste log-rank), 13,67 ± 2,03% sob estresse térmico (Figura 6B; P<0,05, 
teste log-rank) e perfil bifásico sob estresse oxidativo, com menor mortalidade nas 
concentrações 7,5 mM e 10 mM de arsenito de sódio e maior mortalidade em 20 mM (Figura 
6C; P<0,05, teste log-rank). O mutante para o mir-80 apresentou sobrevida e resistência ao 
estresse oxidativo normais (Figuras 6D e F; teste log-rank) e aumento de 26,00 ± 3,79% na 
sobrevida sob estresse térmico (Figura 6E; P<0,05, teste log-rank).  
O duplo mutante para mir-81-82 apresentou acentuada mortalidade nos dias iniciais da 
vida adulta, entretanto o tempo de vida máximo destes mutantes foi superior ao do verme 
selvagem em 19,43 ± 10,13% (Figura 6G; P<0,05, teste t-Student). Estes mutantes também 
apresentaram menor mortalidade sob estresse oxidativo (Figura 6I; P<0,05, teste log-rank) e 
sobrevida sob estresse térmico inalterada (Figura 6H; teste log-rank). Ao combinar a deleção 
para mir-58 e mir-80, observamos acentuada diminuição do tempo de vida (redução de 48,67 
± 3,48%, Figura 6J; P<0,05, teste log-rank). Além disso, o duplo mutante para mir-58, mir-80 
apresentou 15,67 ± 7,88% de redução do tempo de vida a 28oC (Figura 6K; P<0,05, teste log-
rank). Adicionalmente, o aumento da resistência ao estresse oxidativo observado no mutante 
para mir-58 é perdido no duplo mutante que apresentou maior mortalidade em todas as 
concentrações de arsenito de sódio utilizadas (Figura 6L; P<0,05, teste log-rank). 
De forma semelhante, a combinação da deleção de mir-58 e mir-81-82 gerou um 
mutante com tempo de vida 12,00 ± 1,16% menor que o verme selvagem (Figura 6M; 
P<0,05, teste log-rank). Estes vermes apresentaram redução de 11,67 ± 7,27% na sobrevida 
média sob estresse térmico (Figura 6N; P<0,05, teste log-rank) e perderam o aumento da 
resistência ao estresse oxidativo conferido pela deleção de mir-81-82 (Figura 6O; teste log-
31 
 
rank). Por fim, o mutante para mir-58, mir-80 e mir-81-82 apresentou a maior redução do 
tempo de vida a 20oC (redução de 45,00 ± 7,81%, Figura 6P; P<0,05, teste log-rank), a 28oC 
(redução de 42,00 ± 4,93%, Figura 6Q; P<0,05, teste log-rank) e maior mortalidade no ensaio 
de estresse oxidativo (Figura 6R; P<0,05, teste log-rank). Coletivamente, estes dados sugerem 
que o mir-58 é o principal determinante para a regulação do tempo de vida e resposta ao 
estresse. Entretanto, os diferentes componentes da família do mir-58 possuem tanto funções 
antagônicas, como observado por efeitos opostos na resistência ao estresse térmico para as 
diferentes deleções de mir-58, mir-80 e mir-81-82 (Figuras 6B, E e H), quanto funções 
redundantes, como observado pelo fenótipo profundamente deletério após a deleção de todos 
os membros da família (Figuras 6P-R). 
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Figura 6. Caracterização dos mutantes da família do mir-58. (A, D, G, J, M e P) A sobrevida dos vermes 
selvagens (N2) ou mutantes para (A) mir-58 (n4640), (D) mir-80 (nDf53), (G) mir-81-82 (nDf54), (J) mir-58, 80 
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(n4640, nDf53), (M) mir-58, 81, 82 (n4640, nDf54) e (P) mir-58, 80, 81-82 (n4640, nDf53, nDf54) mantidos a 
20°C. O tempo de vida médio e os valores de estatística estão reportados na tabela suplementar 1. A sobrevida foi 
comparada por meio do teste log-rank. O dado representa a soma dos experimentos (A e P) II a IV, (D) V, VI e 
VIII, (G) I a IV, (J) V a VII e (M) V a VIII. (B, E, H, K, N e Q) Tempo de vida de vermes selvagens (N2) ou 
mutantes para (B) mir-58 (n4640), (E) mir-80 (nDf53), (H) mir-81-82 (nDf54), (K) mir-58, 80 (n4640, nDf53), 
(N) mir-58, 81, 82 (n4640, nDf54) e (Q) mir-58, 80, 81-82 (n4640, nDf53, nDf54) mantidos sob estresse térmico 
(28°C). A sobrevida média e os valores de estatística estão reportados na tabela suplementar 2. A sobrevida foi 
comparada através do teste log-rank. O dado representa a soma dos experimentos (B, H e Q) I a III e (E, K e N) 
IV a VI. (C, F, I, L, O e R) Fração de mortes de vermes selvagens (N2) ou mutantes para (C) mir-58 (n4640), (F) 
mir-80 (nDf53), (I) mir-81-82 (nDf54), (L) mir-58, 80 (n4640, nDf53), (O) mir-58, 81, 82 (n4640, nDf54) e (R) 
mir-58, 80, 81-82 (n4640, nDf53, nDf54) após seis horas de exposição a arsenito de sódio 7,5 mM, 10 mM e 20 
mM. Dados representados como média ± e.p.m. de ao menos três replicatas (N2, n=46-229; mir-58, n=84-200; 
mir-80, n=58-109; mir-81, 82, n=121-207; mir-58, 80, n=48-103; mir-58, 81, 82 n=48-108; mir-58, 80, 81-82 
n=38-109; *P<0,05, teste log-rank). 
O resumo da varredura inicial está reportado na tabela 1. A partir destes dados, 
selecionamos candidatos para validação funcional mais detalhada, uma vez que varreduras 
com muitos candidatos podem conter falsos positivos. Optamos por prosseguir e apronfundar 
a análise de duas famílias de miRNA: a família do mir-51, cujo mutante simples apresentou 
diminuição do tempo de vida e resposta ao estresse (Figura 5A) e cujos homólogos em 
Drosophila melanogaster apresentaram papel na regulação do metabolismo lipídico do tecido 
adiposo (dados não mostrados), processo relacionado com o envelhecimento (Bluher, Kahn et 
al. 2003, Giannakou, Goss et al. 2004, Muzumdar, Allison et al. 2008); e a família do mir-58, 
que apresentou de forma consistente alterações no tempo de vida em diferentes combinações 
de simples, duplas e triplas mutações dos membros da família (Figura 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
34 
 
Tabela 1. Resumo dos fenótipos dos mutantes para miRNAs avaliados na varredura 
inicial 
 
n.a. – Não alterado; ↑ Aumentado; ↓ Diminuído; *Maior mortalidade nos dias iniciais da vida adulta, mas 
aumento no tempo de vida máximo; #Perfil de resposta bifásico 
4.6 Caracterização dos mutantes da família do mir-51 
A família do mir-51 é composto pelos mir-51-56 (Alvarez-Saavedra and Horvitz 2010, 
Subasic, Brummer et al. 2015). Para validar os resultados encontrados com o mutante para 
miR-52, utilizamos duas linhagens com deleção deste miRNA que diferem entre si pelo 
tamanho e posição da região deletada (Miska, Alvarez-Saavedra et al. 2007). Como observado 
anteriormente, o mutante com a deleção mir-52(n4114) apresentou menor tempo de vida 
(Figura 7A; P<0,05, teste log-rank). Por outro lado, o verme com a deleção mir-52(n4100) 
apresentou tempo de vida normal (Figura 7A; teste log-rank), sugerindo que a deleção do mir-
52 não é suficiente para diminuir o tempo de vida. Adicionalmente, observamos que vermes 
com deleção dos mir-54-55 ou dos mir-51-55 apresentam tempo de vida semelhante ao verme 
selvagem (Figuras 7B e C; teste log-rank). 
Como mencionado acima, em um projeto paralelo observamos que o mir-100 de Drosophila 
melanogaster, análogo a família do mir-51 de C. elegans, controla o nível de triacilglicerol no 
tecido adiposo de moscas (dado não mostrado). Para verificar se essa regulação é conservada 
em C. elegans, quantificamos os níveis de triacilglicerol em vermes no estágio L4 de 
desenvolvimento larval. Optamos por não utilizar vermes adultos para evitar que lipídeos 
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armazenados nos ovos atuassem como um fator confundidor em nossas quantificações. 
Primeiramente, avaliamos o tempo de desenvolvimento dos mutantes da família do mir-51 
para assegurar que a extração ocorresse em vermes com sincronização mais próxima possível. 
Observamos que o alelo mir-52(n4114) apresentou 0,33 ± 0,33 horas de atraso de 
desenvolvimento, que os mutantes para mir-52(n4100) e mir-54-55 apresentaram 0,67 ± 0,33 
horas de atraso de desenvolvimento e que o mutante para mir-51-55 apresentou 3,00 ± 0,58 
horas de atraso no tempo de desenvolvimento (figura 7D; P<0,05, teste log-rank), 
demonstrando a importância da família de miRNAs para o crescimento adequado do verme e 
a cooperação funcional entre seus membros. A extração de triacilglicerol se seguiu 
respeitando as diferenças de tempo de desenvolvimento entre as linhagens. O nível de 
triacilglicerol não foi modificado nos diferentes mutantes da família do mir-51 (Figura 7E; 
ANOVA de uma 
via).
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Figura 7. Caracterização dos mutantes da família mir-51. (A, B e C) A sobrevida dos vermes selvagens (N2) 
ou mutantes para (A) mir-52 (n4114) e mir-52 (n4100); (B) mir 54-55 (nDf58) e (C) knock-down (KD) mir-51-
53, knock-out (KO) mir-54-55 mantidos a 20°C. O tempo de vida médio e os valores de estatística estão 
reportados na tabela suplementar 1. A sobrevida foi comparada por meio do teste log-rank. O dado representa a 
soma dos experimentos IX. (D) Tempo de desenvolvimento de vermes selvagens (N2) ou mutantes para mir-52 
(n4114), mir-52 (n4100), mir 54-55 (nDf58) e KD mir 51-53; KO mir 54-55. O tempo de desenvolvimento foi 
comparada por meio do teste log-rank. O dado representa a soma de três replicatas (N2, n=478; mir-52 (n4114), 
n=241; mir-52 (n4100), n=261; mir 54-55 (nDf58), n=278; KD mir-51-53, KO mir-54-55, n=232). (E) 
Quantificação de triacilglicerol em larvas L4 dos mutantes da família do mir-51. Dados representados como 
média ± d.p.m. de ao menos seis replicatas e comaparados por ANOVA de uma via. 
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4.7 Análise da interação do mir-58 com vias que aumentam o tempo de vida em C. 
elegans 
Como observamos que o mutante para mir-58 apresentava efeito predominante no 
tempo de vida em relação aos demais membros da família, o selecionamos para as futuras 
análises. Para validar os resultados obtidos na varredura inicial, realizamos três cruzamentos 
do mutante para mir-58 com o verme selvagem a fim de tornar suas constituições genéticas as 
mais semelhantes possíveis e descartar que efeitos fenotípicos observados no mutante sejam 
resultados de mutações off-target. A manutenção da mutação de mir-58 na nova linhagem 
gerada foi confirmada por genotipagem (Figura 8).  
 
Figura 8. Genotipagem da mutação de mir-58(n4640). Imagem das amostras de DNA de vermes selvagem 
(WT), mutantes para mir-58, mutantes para mir-58 após três cruzamentos com vermes selvagens (mir-58 3xOC) 
e cruzados com o mutante para eat-2 (mir-58; eat-2). Tamanho esperado da banda selvagem: 510 nt; tamanho 
esperado da banda mutante: 295 nt. Padrão de tamanho molecular com alguns tamanhos de referência indicado a 
esquerda.  
Observamos que a diminuição do tempo de vida do mutante para mir-58 foi atenuada 
após os cruzamentos com o verme selvagem (Figura 9A; P<0,05, teste log-rank). Além disso, 
observamos reduzida movimentação em meio líquido em vermes jovens, acelerada taxa de 
decaimento da função da faringe e da movimentação em meio líquido, assim como a 
diminuição da fertilidade no mutante original, fenótipos que foram revertidos com o 
cruzamento com o verme selvagem (Figuras 9B-F; ANOVA de duas vias; ANOVA de uma 
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via), sugerindo que parte dos efeitos deletérios observados na linhagem original não estava 
relacionada à deleção do miRNA.  
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Figura 9. Análise fenotípica do mutante para mir-58 após cruzamento com o verme selvagem. (A) 
Sobrevida dos vermes selvagens (N2) ou mutantes para mir-58 (n4640) antes e após o cruzamento com verme 
selvagem (3xOC) mantidos a 20°C. O tempo de vida médio e os valores de estatística estão reportados na tabela 
suplementar 1. A sobrevida foi comparada por meio do teste log-rank. O dado representa a soma dos 
experimentos XI e XII. (B e C) O número de contrações da faringe por minuto de vermes selvagens (N2) e 
mutantes para mir-58 (n4640) antes e após o cruzamento com verme selvagem (3xOC) foram aferidas nas idades 
indicadas. Resultados representados como média ± e.p.m. Dados representados como média ± e.p.m. da (B) taxa 
de bombeamento da faringe bruta e (C) da taxa de bombeamento da faringe normalizada pelo dia 3 de no 
mínimo duas replicatas (N2; n=20; mir-58 (n4640), n=20; mir-58 (n4640) 3xOC, n=20;*P<0,05 em relação ao 
N2, ANOVA de duas vias com pós-teste de Dunnet). (D e E) Vermes selvagens (N2) e mutantes para mir-58 
(n4640) antes e após o cruzamento com verme selvagem (3xOC) foram transferidos para meio líquido M9 nas 
idades indicadas e a quantidade de flexões do corpo por minuto aferida. Dados representados como média ± 
e.p.m. (D) da frequência de contrações por minuto bruta e (E) da frequência de contrações por minuto 
normalizada pelo dia 3 de no mínimo duas replicatas (N2; n=20; mir-58 (n4640), n=20; mir-58 (n4640) 3xOC, 
n=20;*P<0,05 em relação ao N2, ANOVA de duas vias com pós-teste de Dunnet). (F) Vermes selvagens (N2) e 
mutantes para mir-58 (n4640) antes e após o cruzamento com verme selvagem (3xOC) foram transferidos 
individualmente e a quantidade de progênie produzida quantificada. Resultados expressos como média ± e.p.m. 
de no mínimo duas replicatas (N2; n=16; mir-58 (n4640), n=16; mir-58 (n4640) 3xOC, n=16; *P<0,05 em 
relação ao N2, ANOVA de uma via com pós-teste de Dunnet). 
Utilizamos esta nova linhagem para avaliar a interação do mir-58 com os efeitos 
benéficos da restrição calórica induzida pela perda de função do gene eat-2 (ad1116)¸ uma vez 
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que a fita 5p deste miRNA está aumentada neste mutante e diminuída com envelhecimento 
(Figura 2). Para isso, geramos o duplo mutante mir-58(n4640); eat-2(ad1116) e avaliamos o 
tempo de vida e fenótipos relacionados ao envelhecimento assim como a resistência ao 
estresse térmico. Como reportado anteriormente, o mutante para eat-2 apresentou 50,00 ± 
9,29 % de aumento do tempo de vida médio em comparação ao verme selvagem (Figura 10A; 
P<0,05, teste log-rank). A mutação para mir-58 bloqueia completamente o aumento do tempo 
de vida conferido pela mutação para eat-2, e o duplo mutante possui perfil de sobrevida 
indistinguível do mutante para mir-58 (Figura 10A; P<0,05, teste log-rank). 
Ao avaliar a taxa de bombeamento da faringe dos vermes em diferentes tempos da 
vida adulta, observamos que a mutação para mir-58 não altera a frequência bruta de 
bombeamentos da faringe (Figura 10C; ANOVA de duas vias), assim como a taxa de 
decaimento desta frequência (Figura 10D; ANOVA de duas vias). Por outro lado, os mutantes 
para eat-2 e mir-58; eat-2 apresentam menor frequência de bombeamento em todos os pontos 
avaliados (Figura 10C; P<0,05, ANOVA de duas vias), confirmando a expressão do fenótipo 
clássico relacionado a esta mutação. O mutante para eat-2 apresentou menor decaimento da 
frequência de bombeamento da faringe em relação ao verme selvagem (Figura 10D; P<0,05, 
ANOVA de duas vias), o que não foi observado para o duplo mutante mir-58; eat-2 (Figura 
10D; ANOVA de duas vias). 
A avaliação da movimentação em meio líquido em diferentes tempos da vida adulta do 
verme revelou que o duplo mutante para mir-58; eat-2 apresentou menor mobilidade já no 
primeiro ponto de aferição (dia 3 da vida adulta), período em que os vermes são considerados 
jovens (Figura 10E; P<0,05, ANOVA de duas vias). Os demais mutantes não apresentaram 
diferenças de movimentação bruta (Figura 10E; ANOVA de duas vias), assim como do 
decaimento da movimentação com o envelhecimento (Figura 10F; ANOVA de duas vias) em 
relação aos vermes selvagens, exceto para o dia 18 do mutante para eat-2, no qual não foi 
observada queda da movimentação em relação ao dia 15 (Figura 10E; P<0,05, ANOVA de 
duas vias). 
Observamos que o duplo mutante para mir-58; eat-2 apresentou diminuição do tempo 
de vida em estresse térmico (28oC), o que não foi observado para nenhum dos outros mutantes 
avaliados (Figura 10B; P<0,05, teste log-rank). 
Para verificar se o mir-58 inibe especificamente os efeitos sobre a longevidade da 
mutação para eat-2, avaliamos a fertilidade dos diferentes mutantes, um parâmetro diminuído 
pela restrição dietética (Crawford, Libina et al. 2007). A mutação para mir-58 não afeta a 
quantidade de progênie produzida, assim como a viabilidade dos ovos depositados em relação 
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ao verme selvagem (Figuras 10G e H; ANOVA de uma via). Ao contrário, a mutação para eat-
2 diminui a quantidade de progênie assim como a viabilidade desta prole (Figuras 10G e H; 
P<0,05, ANOVA de uma via), fenômenos que não são bloqueados pela dupla mutação de mir-
58; eat-2 (Figuras 10G e H; P<0,05, ANOVA de uma via).  
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Figura 10. Análise fenotípica do duplo mutante mir-58; eat-2. (A) Sobrevida dos vermes selvagens 
(N2) ou mutantes para mir-58 (n4640) após o cruzamento com verme selvagem (3xOC), para eat-
2(ad1116) e mir-58(n4640); eat-2(ad1116) mantidos a 20°C. O tempo de vida médio e os valores de 
estatística estão reportados na tabela suplementar 1. A sobrevida foi comparada por meio do teste log-
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rank. O dado representa a soma dos experimentos XI e XII. (B) Tempo de vida de vermes selvagens 
(N2) ou mutantes para mir-58 (n4640) após o cruzamento com verme selvagem (3xOC), para eat-
2(ad1116) e mir-58(n4640); eat-2(ad1116) mantidos sob estresse térmico (28°C). A sobrevida média e 
os valores de estatística estão reportados na tabela suplementar 2. A sobrevida foi comparada através do 
teste log-rank. O dado representa a soma dos experimentos VII e VIII. (C e D) O número de contrações 
da faringe por minuto de vermes selvagens (N2) ou mutantes para mir-58 (n4640) após o cruzamento 
com verme selvagem (3xOC), para eat-2(ad1116) e mir-58(n4640); eat-2(ad1116) foram aferidas nas 
idades indicadas. Resultados representados como média ± e.p.m. Dados representados como média ± 
e.p.m. da (C) taxa de bombeamento da faringe bruta e (D) da taxa de bombeamento da faringe 
normalizada pelo dia 3 de no mínimo duas replicatas (N2; n=20; mir-58 (n4640) 3xOC, n=20; eat-2 
(ad1116), n=20; mir-58(n4640); eat-2 (ad1116), n=20; *P<0,05 em relação ao N2, ANOVA de duas vias 
com pós-teste de Dunnet). (E e F) Vermes selvagens (N2) ou mutantes para mir-58 (n4640) após o 
cruzamento com verme selvagem (3xOC), para eat-2(ad1116) e mir-58(n4640); eat-2(ad1116) foram 
transferidos para meio líquido M9 nas idades indicadas e a quantidade de flexões do corpo por minuto 
aferida. Dados representados como média ± e.p.m. (E) da frequência de contrações por minuto bruta e 
(F) da frequência de contrações por minuto normalizada pelo dia 3 de no mínimo duas replicatas (N2; 
n=20; mir-58 (n4640) 3xOC, n=20; eat-2 (ad1116), n=20; mir-58(n4640); eat-2 (ad1116), n=20;*P<0,05 
em relação ao N2, ANOVA de duas vias com pós-teste de Dunnet). (G e H) Vermes selvagens (N2) ou 
mutantes para mir-58 (n4640) após o cruzamento com verme selvagem (3xOC), para eat-2(ad1116) e 
mir-58(n4640); eat-2(ad1116) foram transferidos individualmente e (G) a quantidade de progênie 
produzida e (H) a viabilidade da da prole quantificada. Resultados expressos como média ± e.p.m. de no 
mínimo duas replicatas (N2; n=16; mir-58 (n4640) 3xOC, n=16; eat-2 (ad1116), n=16; mir-58(n4640); 
eat-2 (ad1116), n=16;*P<0,05 em relação ao N2, ANOVA de uma via com pós-teste de Dunnet). 
Na tentativa de identificar os alvos do mir-58 que medeiam os efeitos benéficos da 
mutação em eat-2, selecionamos os genes diferencialmente expressos neste mutante baseado 
em trabalho prévio (Heestand, Shen et al. 2013). Filtramos os genes alvo do miR-58-3p 
reportados em (Subasic, Brummer et al. 2015). Esta análise retornou 9 genes, que podem ser 
conferidos na tabela 2. 
Tabela 2. Alvos do mir-58 diferencialmente expressos no mutante para eat-2 
Genes 
F56D3.1a 
tag-297a 
lpr-4b 
ifd-1b 
nhr-19c 
F18E3.11c 
F18E3.12c 
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F18E3.13c 
B0410.3c 
aAlvos preditos pelo target-scan; bAlvos não-canônicos preditos pelo MIRZA;cAlvos ligados a ALG-1. Baseado 
em (Subasic, Brummer et al. 2015). 
4.8 Geração do duplo mutante mir-58; daf-2 
A geração de um duplo mutante para mir-58 com o mutante para o gene daf-2, que 
produz aumento do tempo de vida em C. elegans através de modificações da sinalização da 
via de insulina (Kenyon 2010), e análises semelhantes às realizadas para o duplo mutante mir-
58; eat-2 estavam previstas. Entretanto, utilizando técnicas padrão de cruzamento em diversas 
tentativas não conseguimos obter vermes com fenótipo dauer constitutivo quando mantidos a 
25oC, critério escolhido por nós para distinguir os vermes homozigotos para daf-2 após o 
cruzamento com mutantes para mir-58 dentre uma população de genótipos variados.  
5. Discussão 
A estratégia de identificar candidatos putativos para intervenção a partir de dados de 
expressão de miRNAs se mostrou válida, uma vez que a maioria dos miRNAs selecionados 
após a análise bioinformática foi validada nos ensaios funcionais (Tabela 1). Nosso trabalho é 
mais um exemplo de sucesso do uso de bioinformática no estudo de miRNAs (Li, Chen et al. 
2013, Oliverio, Schmidt et al. 2016), reforçando a versatilidade e utilidade do uso de 
ferramentas computacionais para priorizar miRNAs, vista a diversidade de espécies de 
miRNAs e a complexidade da regulação por essas moléculas.  
Nosso grupo demonstrou que com o envelhecimento observa-se a diminuição de 
enzimas importantes para a síntese de miRNAs, especialmente Dicer, com consequente 
diminuição dos níveis globais de miRNAs em adipócitos de camundongos, pré-adipócitos 
humanos e no nematoide C. elegans (Mori, Raghavan et al. 2012). A prevenção desta 
diminuição pela restrição calórica, em camundongos e nematoides, ou pela superexpressão de 
Dicer, em nematoides, diminui a sensibilidade ao estresse oxidativo e de fenótipos senis, 
sugerindo o papel de pequenos RNAs não codificantes no envelhecimento (Mori, Raghavan et 
al. 2012). Neste mesmo trabalho, nosso grupo demonstrou que os miRNAs participam da 
resposta ao estresse do organismo, uma vez que mutações nulas ou hipomórficas (perda 
parcial de função) em Dicer, afetando a estabilidade da proteína e a produção de miRNAs, 
têm um impacto negativo no tempo de vida e resistência térmica dos vermes (Mori, Raghavan 
et al. 2012). Condizente com o papel positivo da via de miRNAs na longevidade, observamos 
que a maioria dos miRNAs avaliados diminuem o tempo de vida e a resistência ao estresse 
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quando deletados (Tabela 1), corroborando a hipótese que, de forma geral, a diminuição da 
produção de miRNAs é deletéria ao organismo. 
Nossa análise bioinformática identificou que a família do mir-35 é regulada em 
diferentes intervenções relacionadas ao envelhecimento (Figura 2). O mir-35, em conjunto 
com o mir-34 e o mir-71, faz parte de um grupo evolutivamente conservado que é 
constantemente encontrado em análises de miRNAs modulados com o envelhecimento 
(Inukai and Slack 2013), corroborando a validade de nossa análise. Devido a essa robustez, 
esperava-se papel importante do mir-35 no controle do envelhecimento. Entretanto, 
observamos que o mutante com deleção para este miRNA apresenta sobrevida e resistência ao 
estresse normais (Figura 3A-C). Tal resultado ressalta a importância da validação funcional 
dos dados obtidos em análises computacionais e sugere que a correlação do nível de 
expressão da família do mir-35 com o envelhecimento não reflete uma relação direta, mas 
processos paralelos regulados por um fator comum. Estudos a respeito da família mir-35-41 
mostram que a perda de expressão destes miRNAs causa aumento da sensibilidade ao RNAi e 
maior expressão de genes alvo da via de endo-siRNAs (Massirer, Perez et al. 2012). 
Considerando que há diminuição de Dicer com o envelhecimento, enzima importante para o 
processamento de miRNAs e siRNAs (Mori, Raghavan et al. 2012), é possível que a 
regulação da expressão da família do mir-35 em organismos envelhecidos seja uma tentativa 
de restaurar a função normal do processamento de RNAs pequenos.  
Como apontado na sessão de resultados, obtivemos resultados discrepantes aos de 
Nehammer, C et al. (2015) em relação ao mutante para o mir-64-66;mir-229. No trabalho 
prévio, os autores observaram prejuízos gerais no tempo de vida e resposta ao estresse deste 
mutante (Nehammer, Podolska et al. 2015), enquanto nós vimos que tal verme apresentou 
melhoras importantes principalmente no tempo de vida máximo e na resistência ao estresse 
térmico e oxidativo (Figura 4D-F). A fim de esclarecer tal discrepância, reproduzimos o 
protocolo de estresse térmico a 32oC publicado no trabalho e, novamente, observamos que o 
mutante para o mir-64-66; mir-229 foi mais resistente ao estresse térmico (Figura 4G). 
Embora o trabalho reporte que utilizou a mesma linhagem que nós, eles não descrevem se 
cruzamentos adicionais foram feitos com o verme selvagem a fim de se remover possíveis 
mutações fora do alvo, o que pode ser determinante nos fenótipos apresentados, como visto 
para o mutante de mir-58 (Figura 9). Considerando que não fizemos nenhum cruzamento 
adicional, é possível que os resultados obtidos por nós sejam produtos de mutações off-target 
presentes na linhagem adquirida.   
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Obtivemos resultados discrepantes ao analisarmos o tempo de vida de dois alelos 
diferentes de deleção para o mir-52, observando diminuição do tempo de vida em um alelo e 
tempo de vida normal no outro (Figura 7A). Considerando que o mutante com perda de 
função da maioria dos membros da família do mir-51 também contém a deleção do mir-52 e 
apresenta tempo de vida normal (Figura 7C), acreditamos que este fenótipo seja o correto. Os 
alelos mir-52(n4100) e mir-52(n4114) deletam as duas fitas do mir-52 (Y37A1B.16a e 
Y37A1B.16b), grande parte do ncRNA Y37A1B.335 e a região terminal do ncRNA 
Y37A1B.330, porém em regiões distintas (Figura 11). Desta forma, a diferença observada no 
tempo de vida entre os alelos pode ser explicada pela perda de elementos regulatórios 
diferentes que modulam o tempo de vida independentemente da mutação para mir-52 ou 
devido a mutações não antecipadas no alelo mir-52(n4114), uma vez que nenhuma das 
linhagens foi cruzada novamente com o verme selvagem após a exposição ao agente 
mutagênico. 
 
Figura 11. Representação dos alelos de deleção mir-52(n4100) e mir-52(n4114). Contexto genômico do mir-
52 de C. elegans (Y37A1B.16) representando a região deletada (retângulos vermelhos) nos alelos n4114 e 
n4100. Imagem extraída de http://www.wormbase.org/species/c_elegans/variation/WBVar00090790#02-45-10 
em 17-01-2018. 
Também observamos que as diferentes mutações para os membros da família do mir-
52 produzem atraso no desenvovimento, sendo que o maior efeito foi observado no verme 
com knockout dos mir-54-55 e knockdown dos mir-51-53. Os membros dessa família são 
abundantemente expressos e necessários durante o desenvolvimento (Lim, Lau et al. 2003, 
Kato, de Lencastre et al. 2009), visto que a deleção de todos os membros da família produz 
letalidade embrionária por defeitos na formação do verme, um fenótipo que não é 
compensado pelo fornecimento materno destes miRNAs (Alvarez-Saavedra and Horvitz 
2010). Além disso, o fenótipo de letalidade embrionária não é observado em nenhum mutante 
simples para os membros dessa família, à medida que a expressão de qualquer um dos 
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miRNAs da família resgata a viabilidade no mutante completo (Alvarez-Saavedra and Horvitz 
2010), o que indica a cooperação funcional dos membros dessa família e corrobora nossas 
observações. 
Outro grupo de miRNAs funcionalmente validado foi a família do mir-58, que 
apresentou fenótipos complexos e redundantes (Figura 6), como proposto anteriormente para 
o controle de da expressão gênica e proteica de diferentes alvos (Subasic, Brummer et al. 
2015). Consistente com o prejuízo funcional observado nos mutantes para mir-58, mir-58;mir-
80 e mir-58;mir-80;mir-81;mir-82, resultados do grupo do Prof. Horvitz no MIT mostram que 
a ausência destes miRNAs leva ao fenótipo de vermes pequenos e lentos, além da perda da 
regulação da postura de ovos, levando à diminuição da quantidade de ovos colocados nos 
primeiros dias da idade adulta (Alvarez-Saavedra and Horvitz 2010). Além disso, um modelo 
de síndrome progeróide em camundongo apresenta diminuição no fígado do miR-450b-3p 
(Nidadavolu, Niedernhofer et al. 2013), ortólogo em mamíferos dos membros da família do 
mir-58 (Ibanez-Ventoso, Vora et al. 2008). Por outro lado, a deleção para mir-80 apresenta 
resultados contrastantes na literatura. Vora, M. et al. (2013) descreveram aumento no tempo 
de vida médio e no tempo de vida saudável médio e máximo em mutantes para mir-80 a 20oC 
(Vora, Shah et al. 2013). Nehammer, C et al. (2015) observaram sobrevida normal em 
temperatura considerada neutra (25oC), assim como nós (Figura 6D), mas redução do tempo 
de vida sob estresse térmico (32oC), o oposto observado por nós (Figura 6E). Tais 
discrepâncias sugerem que a função deste miRNA é extremamente sensível a alterações de 
temperatura e não varia de forma linear, sendo que protocolos em termoneutralidade 
realizados a 20oC e 25oC, assim como ensaios de estresse térmico realizados a 28oC e 32oC, 
podem produzir resultados opostos. 
Apesar da modesta redução do tempo de vida no mutante de mir-58 após o cruzamento 
com o verme selvagem, a ausência deste miRNA bloqueou completamente o aumento no 
tempo de vida conferido pela mutação em eat-2 (Figura 10A). Inclusive, na ausência de mir-
58 a mutação para eat-2 apresentou-se deletéria, como observado pela modesta redução no 
tempo de vida (Figura 10A), reduzida movimentação em meio líquido em vermes jovens 
(Figura 10E) e menor resistência ao estresse térmico (Figura 10B). O mir-58 parece mediar 
apenas as alterações na longevidade associadas à mutação em eat-2, visto que a diminuição da 
fertilidade, um fenótipo clássico da restrição calórica (Crawford, Libina et al. 2007), não é 
bloqueada no duplo mutante mir-58; eat-2 (Figura 10G). Uma vez que o mir-58 é necessário 
para o aumento do tempo de vida produzido pela mutação em eat-2, avaliar se a 
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superexpressão deste miRNA é suficiente para aumentar o tempo de vida é um passo 
importante para sugeri-lo como alvo para o controle da longevidade.  
A tabela 2 apresenta os alvos do miR-58-3p que estão diferencialmente expressos no 
mutante para eat-2. Nenhum destes genes foram previamente relacionados com o controle da 
longevidade ou com os efeitos metabólicos da mutação de eat-2, fornecendo possíveis vias 
inexploradas do controle do tempo de vida. Por outro lado, esta analise mostra-se limitada 
pois os alvos reportados referem-se ao miR-58-3p, fita mais abundante (Subasic, Brummer et 
al. 2015) e foco das análises de validação de alvos, ao passo que o miRNA diferencialmente 
expresso no mutante para eat-2 é o miR-58-5p. O bloqueio completo do aumento do tempo de 
vida do mutante eat-2 na ausência de mir-58 demonstra que os demais membros da família 
são incapazes de compensar sua função nesta via. Esta observação vai de encontro ao fato de 
que anormalidades fenotípicas são observadas apenas no mutante para todos os membros da 
família do mir-58 (Alvarez-Saavedra and Horvitz 2010), uma vez que estes miRNAs maduros 
possuem sequência seed semelhante e alvos compartilhados (Subasic, Brummer et al. 2015). 
Por outro lado, a sequência seed dos miRNAs menos abundantes (e.g. miR-58-5p) é mais 
divergente entre os membros da família (Tabela 3). Uma vez que o alelo mir-58(n4640) deleta 
ambas as fitas do mir-58, propomos que o aumento do tempo de vida mediado pela mutação 
em eat-2 dependa do miR-58-5p. De acordo, acreditamos que identificar e validar alvos do 
miR-58-5p seria mais adequado aos nossos resultados e aumentaria a probabilidade de 
identificarmos os componentes da via de sinalização que modulam o tempo de vida no 
mutante de eat-2 de forma dependente de mir-58. 
Tabela 3. Sequência dos membros da família do mir-58 
 5p 3p 
miR-58 ugcccuacucuucgcaucucauc ugagaucguucaguacggcaau 
miR-80 agcuuucgacaugauucugaac ugagaucauuaguugaaagccga 
miR-81 cgguuuucaccgugaucugaga ugagaucaucgugaaagcuagu 
miR-82 cgguuuucucugugaucuacaga ugagaucaucgugaaagccagu 
O texto em negrito representa a sequência seed do miRNA (nucleotídeos 2-7 a partir da extremidade 5’). 
Sequências recuperadas do miRBase – Release 21; miR-58-3p (MIMAT0000030), miR-58-5p 
(MIMAT0015100), miR-80-3p (MIMAT0000053), miR-80-5p (MIMAT0000052), miR-81-3p (MIMAT0000054), 
miR-81-5p (MIMAT0015109), miR-82-3p (MIMAT0000055) e miR-82-5p (MIMAT0020323) 
Outra observação interessante foi a ausência de vermes com fenótipo dauer no 
cruzamento entre o mutante para daf-2 com o mutante para mir-58. Acreditamos que a falta de 
dauers não reflete erros de amostragem, uma vez que mais de 100 vermes hermafroditas da 
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prole oriunda do cruzamento entre mutantes daf-2 machos e mutantes mir-58 hermafroditas 
(geração F1) foram selecionados para posterior análise em quatro tentativas diferentes. Além 
disso, os genes daf-2 e mir-58 não se encontram no mesmo cromossomo e deveriam segregar 
independentemente, tornando o duplo mutante geneticamente possível. Já foi demonstrado 
que o mutante para mir-58,80,81,82 é incapaz de entrar neste estado de diapausa quando 
mantido em placas sem comida, embora nenhuma outra combinação de deleção dos membros 
da família reproduza este fenótipo (Alvarez-Saavedra and Horvitz 2010). No nosso caso, é 
possível que a entrada em dauer na F2 mediada pela mutação em daf-2 seja completamente 
dependente da expressão adequada de mir-58 na geração parental. Uma vez que a perda de 
dauer no mutante para mir-58,80,81,82 é revertido pela expressão de mir-58, mir-80 e mir-82 
(Alvarez-Saavedra and Horvitz 2010), seria interessante avaliar se os mutantes para mir-80 e 
mir-82 também inibem o aparecimento de dauers quando cruzados com o mutante para daf-2. 
Além disso, a falta de dauers no cruzamento entre o mutante para daf-2 e mir-58 sugere que a 
ausência deste miRNA prejudica a sinalização celular mediada pela diminuição da ativação 
via de insulina/IGF-1, processo necessário para o fenótipo dauer (Fielenbach and Antebi 
2008) e que aumenta o tempo de vida em diversos organismos (Kenyon 2010).  
As vias e os miRNAs que podem regular o envelhecimento de forma a melhorar a 
saúde em idades avançadas são inúmeras, uma vez que cada miRNA pode promover o ajuste 
fino da expressão de centenas de mRNAs, constituindo-se assim em um dos principais 
processos de regulação da expressão gênica da célula (Bartel 2009). Desta forma, utilizar-se 
de ferramentas capazes de processar grandes quantidades de dados e aproveitar bancos de 
dados disponíveis é importante para organizar e identificar os miRNAs e os alvos 
clinicamente promissores para impactar de forma relevante o envelhecimento saudável.  
6. Conclusão 
A estratégia de priorização de alvos a partir de uma análise prévia de bancos de dados 
de expressão de miRNAs se mostrou eficiente, visto que a maioria dos miRNAs selecionados 
para validação funcional influenciaram o tempo de vida e a resposta ao estresse de nematoides 
C. elegans. A varredura inicial fortaleceu a análise computacional prévia e indicou miRNAs 
interessantes para posterior análise dos mecanismos de controle do envelhecimento e resposta 
ao estresse. Destes, por exemplo, o mir-58 demonstrou-se importante na regulação do tempo 
de vida do verme selvagem e necessário para os benefícios da restrição calórica mediados 
pela mutação em eat-2. Além disso, encontramos indícios de que o mir-58 pode controlar a 
entrada em dauer do mutante para daf-2. 
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8. Material suplementar 
Tabela suplementar 1. Resumo dos ensaios de sobrevida a 20oC 
Experimento Linhagem Alelo 
Sobrevida 
Média N 
Efeito na 
sobrevida P valor  
I N2 - 19 76 - - 
I MT15024 mir-58 13 33 -32% < 0,0001 
I MT13015 mir-72 21 32 11% 0,0002 
I MT14119 mir-35 15 59 -21% 0,2207 
I MT13954 mir-81,82 17 103 -11% 0,0059 
II N2 - 19 117 - -  
II MT13954 mir-81,82 15 130 -21% 0,0009 
II MT15024 mir-58 15 94 -21% < 0,0001 
II MT15563 mir-58, 80, 81-82 13 111 -32% < 0,0001 
II MT16494 mir-229, 64-66 20 124 5% 0,0002 
II MT13015 mir-72 20 96 5% 0,0036 
III N2 - 18 114 - - 
III MT14119 mir-35 20 127 11% 0,1178 
III MT15563 mir-58, 80, 81-82 10 61 -44% < 0,0001 
III MT15024 mir-58 16 109 -11% < 0,0001 
III MT14119 mir-35 18 115 0% 0,8661 
III MT13015 mir-72 20 118 11% 0,0045 
III MT13954 mir-81,82 16 96 -11% 0,0302 
IV MT16494 mir-229, 64-66 24 83 9% 0,002 
IV MT13954 mir-81,82 16 113 -27% 0,0051 
IV MT13015 mir-72 22 108 0% 0,0042 
IV MT14119 mir-35 20 86 -9% 0,029 
IV N2 - 22 98 - -  
IV MT15024 mir-58 16 110 -27% < 0,0001 
IV MT15563 mir-58, 80, 81-82 9 85 -59% < 0,0001 
V N2 (I) - 21 115 0% 0,6919 
V N2 (II) - 21 116 0% 0,6772 
V MT12990 mir-52 19 111 -10% < 0,0001 
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V MT13372 mir-42-44 21 140 0% 0,8756 
V MT14875 mir-61, 250 12 165 -43% < 0,0001 
V MT13949 mir-80 23 144 10% 0,0006 
V MT18409 mir-58, 80 12 120 -43% < 0,0001 
V MT18410 mir-58, 81, 82 19 121 -10% 0,0713 
V N2 total - 21 231 - - 
V MT16494 mir-229, 64-66 21 150 0% 0,0126 
VI N2 (I) - 22 128 10% 0,607 
VI N2 (II) - 20 120 0% 0,6369 
VI MT12990 mir-52 18 92 -10% 0,0002 
VI MT13372 mir-42-44 20 75 0% 0,4496 
VI MT13653 mir-237 22 126 10% 0,4507 
VI MT14875 mir-61, 250 10 126 -50% < 0,0001 
VI MT13949 mir-80 20 121 0% 0,0073 
VI MT18409 mir-58, 80 9 125 -55% < 0,0001 
VI MT18410 mir-58, 81, 82 18 119 -10% < 0,0001 
VI N2 total - 20 248 - -  
VI MT13653 mir-237 20 93 0% 0,207 
VII N2 (I) - 21 107 0% 0,7496 
VII N2 (II) - 21 106 0% 0,7378 
VII MT14875 mir-61, 250 12 138 -43% < 0,0001 
VII MT18409 mir-58, 80 11 100 -48% < 0,0001 
VII MT18410 mir-58, 81, 82 18 77 -14% < 0,0001 
VII N2 total - 21 213 - - 
VIII N2 (I) - 21 93 0% 0,281 
VIII N2 (II) - 21 117 0% 0,3823 
VIII MT12990 mir-52 20 139 -5% < 0,0001 
VIII MT13372 mir-42-44 21 100 0% 0,0132 
VIII MT13653 mir-237 23 101 10% 0,5581 
VIII MT13949 mir-80 21 87 0% < 0,0001 
VIII MT18410 mir-58, 81, 82 18 114 -14% < 0,0001 
VIII N2 total - 21 210 - - 
IX N2 (I) - 21 129 0% 0,5328 
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IX N2 (II) - 23 96 10% 0,4577 
IX MT12990 (I) mir-52 17 92 -19% < 0,0001 
IX MT12990 (II) mir-52 19 126 -10% < 0,0001 
IX MT12945 (I) mir-52 23 123 10% 0,0399 
IX MT12945 (II) mir-52 21 122 0% 0,4597 
IX MT14767 (I) mir-54-55 21 117 0% 0,0564 
IX MT14767 (II) mir-54-55 21 77 0% 0,0136 
IX MT17143 (I) 
KD mir-51-53; KO 
mir-54-55 19 102 -10% 0,1766 
IX MT17143 (II) 
KD mir-51-53; KO 
mir-54-55 19 107 -10% 0,4816 
IX N2 total - 21 225 - - 
X N2 (I) - 20 186 0% 0,6501 
X N2 (II) - 20 159 0% 0,6062 
X MT12990 mir-52 18 148 -10% 0,0003 
X MT12945 mir-52 20 124 0% 0,1715 
X MT14767 mir-54-55 21 150 5% 0,085 
X MT17143 
KD mir-51-53; KO 
mir-54-55 22 82 10% 0,0375 
X N2 total - 20 345 - - 
XI N2 (I) - 23 135 10% 0,4952 
XI N2 (II) - 21 120 0% 0,6351 
XI N2 (III) - 21 103 0% 0,8235 
XI MT15024 (I) mir-58 17 185 -19% < 0,0001 
XI MT15024 (II) mir-58 17 224 -19% < 0,0001 
XI MAM103 (I) mir-58 3xOC 19 122 -10% 0,001 
XI MAM103 (II) mir-58 3xOC 21 156 0% 0,5307 
XI MAM104 (I) mir-58; eat-2 19 195 -10% < 0,0001 
XI MAM104 (II) mir-58; eat-2 19 253 -10% < 0,0001 
XI DA1116 (I) eat-2 35 127 67% < 0,0001 
XI DA1116 (II) eat-2 31 127 48% < 0,0001 
XI N2 total - 21 358 - - 
XII N2 - 23 199 - - 
XII MT15024 mir-58 19 268 -17% < 0,0001 
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XII MAM103 mir-58 3xOC 21 216 -9% 00011 
XII MAM104 mir-58; eat-2 23 153 0% 0,0278 
XII DA1116 eat-2 31 129 35% < 0,0001 
 
Tabela suplementar 2. Resumo dos ensaios de sobrevida sob estresse térmico a 28oC 
Experimento Linhagem Alelo 
Sobrevida 
Média N 
Efeito na 
sobrevida P valor  
I MT15563 mir-58, 80, 81-82 4 110 -43% < 0,0001 
I MT13954 mir-81,82 6 114 -14% 0,4695 
I MT13015 mir-72 6 112 -14% 0,6325 
I MT16494 mir-229, 64-66 7 88 0% 0,0014 
I MT14119 mir-35 7 96 0% 0,809 
I N2 - 7 125 - - 
I MT15024 mir-58 6 145 -14% 0,0013 
II N2 (I) - 6 217 0% 0,2427 
II N2 (II) - 6 195 0% 0,2001 
II N2 total - 6 412 - - 
II MT13954 mir-81,82 6 218 0% 0,0306 
II MT14119 mir-35 5 179 -17% < 0,0001 
II MT13015 mir-72 5 305 -17% < 0,0001 
II MT15024 mir-58 5 256 -17% < 0,0001 
II MT15563 mir-58, 80, 81-82 4 53 -33% < 0,0001 
II MT16494 mir-229, 64-66 6,5 146 8% < 0,0001 
III N2 - 10 105 - - 
III MT15024 mir-58 9 131 -10% < 0,0001 
III MT13954 mir-81,82 9 229 -10% 0,3228 
III MT15563 mir-58, 80, 81-82 5 109 -50% < 0,0001 
III MT14119 mir-35 10 132 0% 0,6188 
III MT13015 mir-72 10 125 0% 0,7846 
III MT16494 mir-229, 64-66 12 101 20% < 0,0001 
IV N2 (I) - 8 74 0% 0,0094 
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IV N2 (II) - 10 66 25% 0,0087 
IV MT12990 mir-52 7 84 -13% < 0,0001 
IV MT13372 mir-42-44 7,5 112 -6% 0,0037 
IV MT13653 mir-237 8 89 0% 0,0193 
IV MT13949 mir-80 10 87 25% < 0,0001 
IV MT18409 mir-58, 80 6 134 -25% < 0,0001 
IV MT18410 mir-58, 81, 82 6 167 -25% < 0,0001 
IV N2 total - 8 140 - - 
V N2 (I) - 6 78 0% 0,9414 
V N2 (II) - 6 77 0% 0,968 
V MT12990 mir-52 5,5 69 -8% 0,0009 
V MT13372 mir-42-44 7 45 17% 0,1265 
V MT13653 mir-237 6 54 0% 0,565 
V MT14875 mir-61, 250 5,5 104 -8% < 0,0001 
V MT13949 mir-80 8 50 33% < 0,0001 
V MT18409 mir-58, 80 6 160 0% 0,1608 
V MT18410 mir-58, 81, 82 6 98 0% 0,0005 
V N2 total - 6 155 - - 
VI N2 (I) - 5 70 0% 0,5568 
VI N2 (II) - 5 66 0% 0,5039 
VI MT12990 mir-52 4,3 109 -14% < 0,0001 
VI MT13372 mir-42-44 5 65 0% 0,661 
VI MT13653 mir-237 5 54 0% 0,6445 
VI MT13949 mir-80 6 79 20% < 0,0001 
VI MT18409 mir-58, 80 3,9 127 -22% 0,0024 
VI MT18410 mir-58, 81, 82 4,5 95 -10% < 0,0001 
VI N2 total - 5 136 - - 
VI MT14875 mir-61, 250 5 140 0% 0,7551 
VI MT14875 mir-61, 250 4 129 -20% 0,2836 
VII N2 (I) - 5 215 0% 0,194 
VII N2 (II) - 5 166 0% 0,1306 
VII MAM103 mir-58 3xOC 5 109 0% 0,8129 
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VII MAM104 mir-58; eat-2 4 205 -20% < 0,0001 
VII DA1116 eat-2 5 161 0% 0,2243 
VII N2 total - 5 381 - - 
VIII N2 (I) - 5 286 0% 0,0872 
VIII N2 (II) - 5 264 0% 0,0784 
VIII MAM103 mir-58 3xOC 5 134 0% < 0,0001 
VIII MAM104 mir-58; eat-2 4 225 -20% < 0,0001 
VIII DA1116 eat-2 5 236 0% 0,1318 
VIII N2 total - 5 550 - - 
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ANEXO 1 – Declaração de ética em pesquisa 
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ANEXO 2 – Declaração de direitos autorais 
 
